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Co l laps in response  mediator  prote ins  (CRMPs)  /  










CRMP2 は Ant isense  Morpho l ino  Ol igonuc leot ide s  (AMO)を用いたノック
ダウン (KD)実験により脊髄の Rohon-Beard 細胞や運動神経細胞の配置や軸
索伸長に関与していることが報告されているが、 CRMP2 の神経発生におけ
る機能はまだ十分には解析されていない。  
 本研究では、脳運動神経の発生・発達における CRMP2 の役割を、これら







ニズムにはまだ不明な点が多く残されている。本研究では AMO を用いた KD





いての概説と AMO と CRISPR/Cas9 による遺伝子機能解析についてその有用
性 を 議 論 し て い る 。 特 に 、 こ れ ま で AMO を 用 い た ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の




どの様に CRISPR/Cas9 技術を用いて遺伝子改変を導入したか、AMO により
KD を行なったか、を記述している。また、得られた表現型の解析法も独自
のアイディアを反映させている。  
 第３章は本研究 で得られた結果を 記載している。後 脳 運動神経細胞の 発
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生・発達を解析する方法として用いた Is le t1 -GFP トランスジェニックゼブ
ラフィッシュについて、先ずは自身の観察結果を元に野生型における観察結






 次に CRISPR/Cas9 による CRMP2 KO ゼブラフィッシュライン確立につい
て記載している。このラインを Is le t1-GFP トランスジェニックゼブラフィ
ッシュと交配して、脳神経発生・発達の解析を行なったことを詳細に示して
いる。変異の同定に用いた PCR による遺伝子型検出法にはオリジナルな工夫
がみられ、評価される。１つの胚を AMO による KD 胚で見出された顔面運
動神経の移動異常と、三叉神経と顔面神経の軸索伸長異常の発生頻度を PCR
による genotyp ing 結果と合わせて解析した。その結果、CRMP2 KO 胚では、
これらの異常が高頻度で認められることを示している。さらに、こうした表
現型が CRMP2 欠損の直接的な効果であることを確認するために、レスキュ
ー実験として、 in  v i t ro で合成した CRMP2 mRNA を CRMP2 KO 胚へイン
ジェクションして回復するかを解析している。顔面運動神経の移動異常につ













れまで AMO による KD による先行研究で見出された脊髄神経細胞の発生異
常の表現型が KO 胚では見出されなかった点について、その結果の違いを議







 第５章では、ヒレの再生において CRMP2 KO で示された異常を紹介し、
CRMP2 の神経系以外の機能が示唆される点など今後の研究の将来的展望を
示しており、後続の研究の指針となるものであり評価される。  
 公聴会においての審査員と主に以下の質疑があった。  
１、 CRMP2WT と CRMP2+/+の比較で severe  a f f ected に差があるのではな
いか？との質問に対して、その解析を追加して discuss ion することと
するとの回答であった。  
２、今回示された解析結果がオフターゲット効果である可能性はあるかとい
















ることを確認した。本研究は、CRISPR/Cas9 を用いて初めて CRMP2 KO ゼ
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